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RESUMEN 

El cambio climático ha incrementado la variabilidad de la temperatura global en las 
últimas décadas. La inestabilidad en la climatología representa un desafío para la 
conservación de la biodiversidad global. Un mecanismo genético para combatir el 
estrés térmico es la inducción de proteínas de shock térmico. Heliconius erato es una 
mariposa del neotrópico que ha sido ampliamente estudiada. Se ha demostrado que 
este organismo modelo se ve influenciado por las alteraciones climáticas. En este 
estudio se cuantificó la expresión génica de los genes de la familia de proteínas de 
shock térmico de 70 kDa (Hsp70) de un único exón de H. erato a través de RT–qPCR 
por el método de ΔΔCT. Los genes Hsp70A, Hsp70B1 y Hsp70B2 fueron identificados 
por BLAST de secuencias. La expresión génica fue analizada en tejidos de cabeza, 
tórax y abdomen, donde se observó que el shock térmico causado a 40°C indujo alta 
sobreexpresión, mientras que el shock a 4°C indujo una ligera sobreexpresión en los 
tres genes estudiados. Las muestras provenientes del tórax de las mariposas 
presentaron la mayor sobreexpresión entre las tagmas. Las hembras mostraron un 
amplio incremento en la expresión del gen Hsp70A respecto a los machos, mientras 
que los resultados fueron similares para ambos sexos en los genes Hsp70B1 y B2. A 
través de modelos lineales generalizados se analizó la influencia de los factores en la 
expresión génica relativa, evidenciándose que el tratamiento térmico, la tagma de 
origen de la muestra y el sexo de la mariposa tuvieron impacto significativo en la 
expresión de los genes estudiados. Este estudio revela los efectos del shock térmico 
por calor y frío en mariposas H. erato y provee información valiosa para la 
comprensión de los impactos epigenéticos en mariposas del neotrópico que podrían 
producirse por efecto del cambio climático. 

Palabras clave: Mariposa, almendra común, Heliconius, Hsp70, expresión génica 
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ABSTRACT 

Climate change has increased the variability of global temperatures over the last 
decades. The unpredictability of climatology represents a challenge for global 
biodiversity conservation. Heat shock proteins are a family of chaperon proteins that 
stabilize and prevent denaturation. The induction of heat shock proteins is a genetic 
mechanism to face thermal stress. Heliconius erato is an autochthonous Neotropics 
butterfly inhabiting rainforests that have been widely studied during the last century. It 
has been shown that H. erato is influenced by climate alterations. Nevertheless, 
information about epigenetic mechanisms is still unresolved. For the first time, we 
quantified the gene expression of single-exon genes of the Heat Shock Protein family 
of 70 kDa (Hsp70) of H. erato through RT-qPCR and ΔΔCT at different temperatures. 
We identified three single-exon genes using Nucleotide BLAST: Hsp70A, Hsp70B1, 
and Hsp70B2. Gene expression was analyzed from the head, thorax, and abdomen 
sections. Heat shock at 40°C resulted in significant overexpression of all genes, 
whereas cold shock at 4°C resulted in slight overexpression. Thorax showed higher 
overexpression among all tagmata. Female samples had higher expression of Hsp70A 
compared to males, while Hsp70B1 and Hsp70B2 had no significant differences 
between the sexes. We used generalized linear models to analyze the influence of the 
three factors on the relative gene expression of the Hsp70 family. We found that 
variability in relative gene expression was highly influenced by thermal 
treatment, tagmata, and sex. This study reveals the effects of heat and cold thermal 
shock in the H. erato butterfly and provides valuable information to comprehend the 
epigenetic impacts caused by climate change in the Neotropical butterflies. 

Palabras clave: Butterfly, red postman, Heliconius, Hsp70, gene expression 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 

 

 

1.1 Antecedentes 

 

1.1.1 Cambio climático 

 

Los ecosistemas con climatología cambiante han desafiado a los organismos por 

milenios, afectando su fisiología y reproducción [1,2]. Durante los últimos 450 millones 

de años ocurrieron cinco extinciones masivas por alteraciones en la temperatura global 

[2]. Se ha demostrado que las perturbaciones ambientales amenazan la biodiversidad 

por la correlación positiva entre alteraciones térmicas y tasas de extinción [2,3]. Por 

ello, la modificación acelerada de la temperatura global podría provocar extinciones 

masivas, afectando principalmente a los organismos incapaces de regular su propia 

temperatura corporal [4]. Ese es el caso de los insectos, que por su tamaño reducido y 

ectotermia son más vulnerables a eventos de fluctuación térmica [4,5]. No obstante, 

los insectos poseen mecanismos fisiológicos para enfrentar los desafíos de las 

alteraciones climáticas [5]. 

 

1.1.2 Regulación térmica en insectos ectotermos 

 

La mayoría de los insectos son incapaces de regular su temperatura corporal como lo 

hacen otros animales [5]. A pesar de ello, sus actividades metabólicas y fisiológicas 

están estrechamente relacionadas con su temperatura corporal [1,4,5]. Para mantener 

la homeostasis necesitan una exposición térmica adecuada [6] ya que las 

temperaturas extremas alteran sus funciones vitales y aumentan su mortalidad [7]. Sin 

embargo, se ha demostrado que el estrés térmico en insectos desencadena la síntesis 

de proteínas especializadas para alcanzar la homeostasis [8,9]. El mecanismo más 

importante de tolerancia térmica en insectos es la expresión de proteínas de shock 

térmico (HSP) [9–14]. Estas proteínas se asocian con la supervivencia histórica de 

ectotermos frente a alteraciones térmicas globales [15,16].  
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1.1.3 Proteínas de shock térmico 

 

Las proteínas de shock térmico funcionan como soportes moleculares para prevenir 

desnaturalización, cambios conformacionales, y plegamiento incorrecto de proteínas y 

polipéptidos de importancia metabólica y fisiológica [13,17–19]. Las HSP pueden 

categorizarse por algunas familias como HSP 20-40, HSP60, HSP70, HSP90 y 

HSP110 [16], siendo HSP70 la familia más conservada entre insectos [20]. La 

expresión de HSP70 ha sido estudiada como respuesta al estrés térmico al ser 

imprescindible en la supervivencia de varias familias de artrópodos [21].  La familia de 

genes Hsp70 que codifican HSP de 70 kilo Dalton ganaron interés científico al 

comprobarse su expresión genética inducible frente a diferentes tipos de estrés 

fisiológico [22–24]. 

 

1.1.4 Expresión genética inducible de Hsp70 

 

Los genes que codifican HSP70 pueden clasificarse como constitutivos o inducibles 

[17,18]. Los genes constitutivos (Hsc) codifican proteínas de shock térmico cognadas 

(HSC) y mantienen activa su transcripción en la mayoría de las células [19–21], pero 

su expresión no responde al estrés fisiológico [15,21]. Por otro lado, los genes 

inducibles (Hsp) codifican proteínas de shock térmico [1,10,20] y responden al estrés 

por temperatura [1,4,7,8,15,16], hipoxia [22], pH extremos [23], intoxicación química 

[24], estrés oxidativo [25] y radiación UV [26]. Se ha demostrado que la inducción 

transcripcional de Hsp70 es mediada principalmente por genes cortos de un único 

exón que carecen del empalme transcripcional [8]. Este es el principal mecanismo de 

respuesta adaptativa al estrés térmico [1,16] y el responsable de la supervivencia de 

ectotermos ante modificaciones bruscas en la temperatura [4,16].  

 

1.2 Planteamiento del problema 

 

Los hallazgos climáticos de la era Paleozoica han demostrado que un cambio de 5.2 

°C en la temperatura global es suficiente para desencadenar extinciones masivas [2]. 

A pesar de ello, desde 1960 la temperatura media global ha aumentado 1 °C [27], por 

lo que las predicciones son catastróficas y anuncian la pérdida masiva de la 

biodiversidad mundial en un futuro cercano [2]. Existen hallazgos que describen los 

efectos en especies de insectos por el cambio climático actual [28]. Entre los insectos 

más afectados se encuentran las mariposas, que para escapar del calor se movilizan 
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hacia las alturas [29], se dispersan entre microhábitats y modifican su fotoperíodo [30]. 

El cambio climático también ha modificado varios de sus aspectos genéticos [28,30]. 

Su tamaño corporal medio, melanismo y variedad genética se redujeron entre 

lepidópteros los últimos años [30,31].  Estos hallazgos podrían representar el inicio de 

cambios irreversibles en la biodiversidad de ectotermos. 

 

Entre las zonas más biodiversas del mundo se encuentra la región neotropical. Se 

estima que alberga alrededor de 1.6 millones de insectos ectotermos [32], 

representando la mitad de los animales descritos hasta la fecha [18]. No obstante, los 

estudios sobre tolerancia térmica en organismos de esta región son escasos [18]. Las 

investigaciones sobre transcripción de genes Hsp70 se han enfocado principalmente 

en D. melanogaster y algunas mariposas de climas templados [15,22,33–35]. Por ello, 

la expresión de los genes Hsp70 frente al estrés térmico es desconocida en la mayoría 

de los ectotermos de la región neotropical, impidiendo comprender los efectos del 

cambio climático en insectos de esta zona. Además, la mayoría de los estudios de la 

respuesta de Hsp70 frente al estrés térmico se enfocan en una única tagma o sexo 

[1,4,15,16,19,33,34], ignorando la variedad de respuestas térmicas que podrían ocurrir 

en una escala poblacional. En ese sentido, es necesario un estudio más amplio sobre 

la respuesta de genes Hsp70 frente al estrés térmico en ectomorfos del Neotrópico.  

 

1.3 Justificación de la investigación 

 

El mundo atraviesa cambios climáticos que provocan el deterioro de la biodiversidad y 

la dispersión de especies [36,37]. Comprender la influencia de la alteración térmica en 

ectotermos del Neotrópico es fundamental para predecir impactos en la biodiversidad 

de la zona [38]. Heliconius erato (Linnaeus, 1764) es una mariposa que abunda en el 

neotrópico y se distribuye a través de un gradiente altitudinal extenso [39]. Su genoma 

fue secuenciado y ha sido estudiada por más de dos siglos, por lo que se la considera 

un ectotermo modelo [39–41]. A pesar de ello, los estudios de genes Hsp70 inducibles 

y constitutivos no se han realizado hasta la fecha en esta especie. El presente estudio 

plantea identificar los genes desconocidos de Hsp70 de un único exón y cuantificar su 

respuesta ante temperaturas extremas como un primer acercamiento a los 

mecanismos de respuesta genética de Heliconius erato ante el cambio climático.  
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1.4 Objetivos de la investigación 

 

1.4.1 Objetivo general 

 

Identificar el efecto del estrés térmico sobre la expresión de genes candidatos de 

Hsp70 en Heliconius erato de un único exón. 

 

1.4.2 Objetivos específicos 

 

❖ Cuantificar la expresión de los genes de un único exón de la familia Hsp70 en 

mariposas H. erato estresadas térmicamente. 

❖ Evaluar la variación de expresión génica relativa de genes Hsp70 de un único 

exón en mariposas H. erato de ambos sexos. 

❖ Comparar la variación de expresión de Hsp70 en las tres tagmas de H. erato. 

 

 

CAPITULO II: MARCO METODOLÓGICO 

 

 

2.1 Identificación de genes Hsp70 y genes endógenos en Heliconius erato 

 

Se usó el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para la identificar 

genes de un único exón de Hsp70 en el genoma de Heliconius erato lativitta anotado 

en Ensembl con la extensión de Lepbase: the Lepidopteran genome database [42]. El 

análisis BLAST también fue realizado a cuatro genes candidatos para controles 

endógenos utilizados en estudios de expresión génica en insectos: RPS3a [43], eEF1A 

[44], GAPDH [45] y Actina [46]. Todas las secuencias utilizadas como referencia para 

genes Hsp70 y genes endógenos fueron de Drosophila melanogaster. Para identificar 

los genes candidatos de Hsp70 se utilizó la secuencia del gen inducible con un único 

exón Hsp70Aa. Sus secuencias CDS (Coding Sequences) se obtuvieron de FlyBase 

[47] y los análisis BLAST se realizaron en la herramienta de incorporada a Lepbase 

[42].  
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2.2 Diseño de cebadores 

 

Se utilizó el software Geneious Prime [48] para diseñar cebadores de las secuencias 

de los tres genes Hsp70 de un único exón (SEG por sus siglas en inglés) y de los 

cuatro genes endógenos con base en los resultados del análisis BLAST. Además, la 

especificidad de cebadores fue analizada por Primer-BLAST para identificar 

potenciales amplificaciones de ADN genómico [49]. Como parámetros principales para 

la selección de cebadores se estableció un rango de longitud de 18 a 30 pares de 

bases, una temperatura de melting (𝑇𝑚) entre 55 y 60 °C, una diferencia de 𝑇𝑚 entre la 

cadena Forward y Reverse inferior a 2 °C, de uno a tres nucleótidos C o G en las cinco 

bases de la cola 3’, un contenido de C+G entre 40 y 60 °C y un producto amplificado 

entre 90 a 150 pares de bases [50–52]. 

 

Tabla 1. Descripción de los cebadores diseñados tras la identificación por 

BLAST. 

Cebador Dirección Secuencia 5’ – 3’ Tamaño (pb) % GC Tm (°C) 
Amplicón 

(pb) 

F1 HSP70A Forward ATGAAACATTGGCCATTTAAGGTAAT 26 30.8 58.1 109 

R1 HSP70A Reverse CCATGCTGCTGATCTCTTCA 20 50 57.7 109 

F2 HSP70A Forward TGAAACATTGGCCATTTAAGGTAA 24 33.3 57.3 116 

R2 HSP70A Reverse TGTCAAAACCATGCTGCTGA 20 45 58.3 116 

F1 HSP70B1 Forward GCGACAAAAGATGCTGGGAC 20 55 59.8 144 

R1 HSP70B1 Reverse AGTACCGCCGCCTAAATCAA 20 50 59.5 144 

F2 HSP70B1 Forward GCGACAAAAGATGCTGGGAC 20 55 59.8 150 

R2 HSP70B1 Reverse ATCAAAAGTACCGCCGCCTA 20 50 59.5 150 

F3 HSP70B1 Forward GCTGCGGAAATTGTGTGAAGA 21 47.6 59.7 150 

R3 HSP70B1 Reverse TGACGTGCCCTTGAACCC 18 61.1 59.9 150 

F1 HSP70B2 Forward AGCTGCGGAAATTGTGTGAAG 21 47.6 59.7 150 

R1 HSP70B2 Reverse GACGTGCCCTTGAACCCA 18 61.1 59.9 150 

F2 HSP70B2 Forward GTACTAAGCTGCGGAAATTGTGT 23 43.5 59.6 150 

R2 HSP70B2 Reverse CCCTTGAACCCACACCATGA 20 55 59.9 150 

F1 GAPDH Forward GGGATCTGTTGAAGCTGCTG 20 55 58.9 141 

R1 GAPDH Reverse GCACCAGTTGAGGCAGTAGA 20 55 59.7 141 

F2 GAPDH Forward CCCGTAGCCAATGTGTCAGT 20 55 60 102 

R2 GAPDH Reverse TGGTCCATTTGCAGCTTCCT 20 50 59.9 102 

F1 Actina Forward CCATCTATGAGGGCTACGCG 20 60 60.1 121 

R1 Actina Reverse GCGGTGGTGGTGAAAGAGTA 20 55 60 121 

F1 EEF1α Forward TCATTGGACACGTCGACTCC 20 55 59.8 149 

R1 EEF1α Reverse GTCCAACACACCAGGCGTAT 20 55 60.3 149 

F1 RPS3A Forward GGATATCGAGAAGGCCTGCC 20 60 60 154 

R1 RPS3A Reverse CTTGTCTCCCACCTCACCAC 20 60 60 154 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 
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2.3 Preparación y recolección de mariposas Heliconius erato 

 

2.3.1 Recolección en campo de especímenes parentales 

 

Se recolectaron 12 especímenes de H. erato de los alrededores de la reserva 

ecológica Colonso Chalupas en Napo, Ecuador, de las zonas cercanas al mariposario 

científico de Ikiam y la vía hacia la granja de Shitig, a 625 y 675 m s. n. m. 

respectivamente. Las mariposas fueron atrapadas con redes de captura y 

transportadas en sobres de papel. Se identificaron como macho o hembra y se 

etiquetaron con un código en la zona distal del ala derecha [53]. Las mariposas se 

almacenaron y criaron en el insectario científico de la Universidad Regional Amazónica 

Ikiam, donde fueron alimentadas con flores de plantas Passiflora punctata y 

emulsiones de agua y polen [53]. 

 

2.3.2 Apareamiento y desove 

 

Para la fase de apareamiento se enjaularon las mariposas en parejas constituidas por 

un macho y una hembra saludable. Utilizando el código de identificación previamente 

otorgado se registró el progreso del desove de las hembras diariamente. Durante las 

semanas de apareamiento los ejemplares parentales fueron alimentados una vez al 

día por la mañana, mientras que la recolección de los huevos fue realizada en horas 

de la tarde. 

 

2.3.3 Cuidado de ejemplares  

 

Se utilizó una incubadora térmica digital (Memmert IN260) para incubar los huevos a 

una temperatura media de 21.5 ºC, donde se criaron un total de 15 orugas hembras y 

13 orugas machos en envases plásticos hasta convertirse en mariposas adultas.  

Las orugas fueron alimentadas con hojas de P. punctata y monitoreadas diariamente 

hasta cumplir el proceso de metamorfosis. Una vez convertidas en mariposas, se 

identificó el sexo y se catalogó con una marca distintiva en la zona discal del ala 

derecha [53]. Tras ello, se realizaron cuidados durante dos semanas con alimentación 

de néctar y emulsiones de miel y polen para un desarrollo adecuado hasta la adultez. 
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2.4 Pruebas de estrés térmico 

 

Se sometió a la progenie constituida por 15 hembras y 13 machos a pruebas de estrés 

térmico con tres temperaturas basadas en bibliografía [16,18] con el fin de inducir 

estrés térmico en los miembros de la progenie. Las mariposas de ambos sexos fueron 

tratadas con una temperatura baja de 4 °C, una temperatura intermedia de 25 °C o 

una temperatura elevada de 40 °C utilizando un baño maría controlado por 60 minutos 

para inducir shock térmico [18]. Cada mariposa recibió un único tratamiento térmico 

escogido al azar. Los individuos fueron colocados en el interior del baño maría 

utilizando un recipiente plástico hermético con suficiente oxígeno para cumplir la 

totalidad de la prueba térmica. Al final del tratamiento las mariposas fueron 

sacrificadas y almacenadas sin alas en RNA Later (Invitrogen®) para la futura 

extracción de ARN. El tiempo de caída y recuperación del shock térmico fue 

registrado.  

 

2.4.1 Tratamiento de temperatura con condiciones térmicas elevadas 

 

El tratamiento de calor a altas temperaturas fue de 40ºC durante 60 min [16,18], 

temperatura que causa shock térmico tras varios minutos de exposición. Para 

mantener la temperatura a 40ºC se utilizó un baño maría a 44ºC, causando una 

constante temperatura de 40°C dentro del aparato contenedor de la mariposa. La 

temperatura fue monitoreada con un termómetro en pruebas previas para determinar 

el calor interno del recipiente hermético. 

 

2.4.2 Tratamiento de temperatura con condiciones térmicas bajas 

 

El tratamiento de bajas temperaturas fue de 4ºC durante 60 min [16,18], simulando 

temperaturas del pie de páramo andino que causan un shock térmico en algunas 

mariposas del género Heliconius. Para mantener la temperatura a 4ºC se utilizó un 

baño de agua fría a 3 ºC. 
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2.4.3 Tratamiento de temperatura con condiciones térmicas 

convencionales 

 

Finalmente, se realizó un baño maría simulando temperaturas ambientales comunes 

en los trópicos y hábitats naturales de H. erato de 25ºC durante 60 min, siendo este 

tratamiento el grupo control del experimento. Los parámetros se mantuvieron acorde a 

las pruebas térmicas preliminares.  

 

2.5 Extracción de ARN total 

 

2.5.1 Extracción de ARN total de H. erato 

 

Las 32 mariposas almacenadas en una solución de RNA Later Invitrogen ® fueron 

utilizadas para la extracción de ARN. El proceso se llevó a cabo con el Kit de 

extracción SV Total Isolation System (Promega ®). Se extrajo el ARN total de las tres 

tagmas: cabeza, tórax y abdomen. Cada extracción realizada representó una muestra 

en este estudio.  

 

Los tejidos fueron macerados en 175 mL de búfer de lisis y se agregaron 350 μL de 

búfer de dilución para cada muestra. La mezcla fue incubada en un baño maría a 70°C 

durante tres minutos. Tras ello se centrifugó a 13 000 x g durante 10 minutos para 

separar impurezas de los tejidos. El sobrenadante fue separado en un microtubo y se 

añadieron 200 μL de etanol al 95%. La mezcla fue transferida a una columna de 

purificación, e inmediatamente fue centrifugada a 13 000 x g durante un minuto. 

Posteriormente se realizó un primer lavado de columna con 600 μL de solución de 

lavado. Se añadió a la columna una mezcla de 40 μL de tampón Yellow Core, 5 μL de 

MnCl2 (0.09M) y 5 μL (10u/μL) de enzima DNasa I para inducir la digestión de ADN 

genómico por enzimas endonucleasas. La columna fue incubada durante 15 minutos a 

25°C. Tras ello, se agregaron 200 μL de DNase Stop Solution, seguida de una 

centrifugación a 13 000 x g durante un minuto. A continuación, se realizaron dos 

lavados, uno con 600 μL de solución de lavado y otro con 250 μL de solución de 

lavado, ambos con un paso de centrifugación a 13 000 x g durante dos minutos. 

Finalmente, el ARN fue eluido utilizando 100 μL de agua libre de nucleasas y 

almacenado en el ultra congelador Lexicon II UXF50086A a -80°C.  
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2.5.2 Cuantificación de concentraciones de ARN por 

espectrofotometría 

 

El ARN total extraído fue cuantificado en el espectrofotómetro de micro volumen 

NanoDrop (Thermo Scientific™), modelo ND-ONEC-W. Para la cuantificación se utilizó 

1 μL de ARN de cada muestra y 1 μL de agua libre de nucleasas como la solución 

blanco del espectrómetro. Este paso fue necesario para realizar una estandarización 

de concentraciones de ARN en un paso previo a la síntesis de ADN complementario. 

 

2.5.3  Estandarización de concentraciones de ARN 

 

Las muestras de ARN fueron estandarizadas a una concentración de 20 ng/μL. El 

volumen necesario de agua libre de nucleasas para la modificación de las 

concentraciones fue determinado con la fórmula: 

 

𝐶1𝑉1 =  𝐶2𝑉2 

 

El volumen de cada alícuota de ARN fue de 100 μL. Las muestras fueron etiquetadas 

y almacenadas en el ultracongelador a -80°C. 

 

2.6 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

2.6.1  Síntesis de ADN complementario 

 

La construcción de la librería de ADN complementario (ADNc) se realizó utilizando el 

sistema de transcripción reversa GoScript® (Promega™) en el termociclador Proflex 

PCR Systems (Applied Biosystems™).   

 

Primero se realizó una mezcla de 5 μL constituida por 2 μL de ARN diluido a 20 ng/μL, 

0.5 μL de cebadores aleatorios (10 μM) y 2.5 μL de agua libre de nucleasas. La 

mezcla se sometió a 70 °C por cinco minutos y a una temperatura de 4 °C por otros 

cinco minutos. Los tubos fueron centrifugados y preservados a 4°C. Tras ello, en un 

bloque frío se realizó una mezcla con un volumen final de 15 μL, constituida por 6.5 μL 

de agua libre de nucleasas, 4.0 μL de tampón GoScript 5X, 2.0 μL de MgCl2 (2.5 mM), 

1.0 μL de nucleótidos de PCR (0.5 mM), 1.0 μL de enzima transcriptasa reversa (10 

u/μL) y 0.5 μL de inhibidores de nucleasas (2u/μL). En adición, fueron realizadas dos 
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reacciones de control negativo, una utilizando agua libre de nucleasas en vez de ARN 

y otra orientada a detectar contaminación de ADN genómico con agua en lugar de 

enzima transcriptasa reversa.  

 

Finalizadas las dos mezclas, se agregaron 15 μL de la mezcla de reactivos a cada 

tubo de reacción con la mezcla de 5 μL ARN y cebadores aleatorios, obteniendo un 

volumen final de 20 μL por cada reacción de síntesis de ADNc. Los tubos de reacción 

con 20 μL fueron colocados en el termociclador y se incubaron con un perfil térmico de 

25 °C por cinco minutos, 42 °C por 60 minutos y 70 °C por 15 minutos. Luego de 

completado el proceso de síntesis, los tubos fueron almacenados a 4 °C.  

 

2.6.2 Estandarización de perfiles térmicos por PCR 

 

Se realizaron pruebas de perfiles térmicos para evaluar las temperaturas óptimas de 

melting y annealing para cada par de cebadores. El perfil térmico fue de una 

temperatura inicial de 95 ºC durante 5 minutos. Se continuó con 35 ciclos de PCR, 

iniciando con una temperatura de 95 ºC por 30 segundos. Luego fue utilizado un 

gradiente de temperaturas de 54, 56, 58 y 60 ºC por 30 segundos. Tras el gradiente de 

temperaturas, se fijó una temperatura de 72 ºC por 45 segundos. Una vez finalizados 

los 35 ciclos, una temperatura final de 72 ºC fue establecida durante 5 minutos.  Los 

amplicones fueron almacenados a 4 ºC. Las pruebas utilizaron una muestra al azar de 

la librería de ADNc, elegida por medio de un muestreo aleatorio. Una reacción de 

control negativo fue agregada a cada perfil térmico con la finalidad de verificar la 

funcionalidad de los cebadores diseñados, de los ADNc sintetizados y de que los 

reactivos se encuentren sin contaminaciones. La PCR convencional se realizó con el 

Kit de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™). Las reacciones tuvieron un 

volumen final de 10 μL. Los cebadores utilizados se detallan en la Tabla 1 y la 

cantidad de reactivos de cada reacción de PCR se presenta en la Tabla 2. 

  



11 

Tabla 2. Cantidad de reactivo utilizada en una reacción individual de PCR. 

Componente Cantidad (uL) Concentración final 

Agua libre de nucleasas 7.06 - 

Búfer de PCR [10X] 1 1X 

MgCl2 0.3 1.5 mM 

dNTP Mix [2 mM] 0.2 0.2 mM 

Cebador Forward [10 μM] 0.2 1 μM 

Cebador Reverse [10 μM] 0.2 1 μM 

Platinum ® Taq enzyme 0.04 1 u/μL 

ADNc [500 ng/μL] 1 100 ng/uL 

Total 10 - 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 
 
 

2.6.3 Visualización de productos PCR por electroforesis en gel 

 

Los amplicones de la PCR convencional fueron revelados y analizados mediante una 

electroforesis en gel de agarosa al 2% en TBE de concentración 1X. Fueron cargados 

4 μL de cada producto de PCR con su respectivo control negativo. Como marcador de 

peso molecular se utilizó el reactivo 100-1000 pb DNA Ladder (Promega™). Para la 

revelación de resultados se utilizaron 3uL del tampón de carga Blue Juice ™ a una 

concentración final de 2X en cada muestra. Las condiciones de la corrida de 

electroforesis fueron de 400 mAmp y 100 Voltios por 60 minutos en la cámara de 

Thermo Scientific ™. Para visualizar las bandas de ADN, el gel fue teñido con el 

agitador orbital Orbit LS (Labnet™) durante 40 minutos en presencia de 5 μL de 

Diamond Nucleic Acid Dye (Promega™) en 60 ml de TBE 1X reutilizado. Finalmente, 

el gel fue revelado en el fotodocumentador Enduro GDS touch 1302 (Labnet ™). 

 

2.7 Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-

qPCR) 

 

2.7.1 Extracción de ADN genómico de H. erato 

 

El ADN genómico de H. erato fue aislado empleando el kit DNeasy ® Blood & Tissue 

de QIAGEN. Se comenzó cortando un tercio del tórax de una mariposa H. erato con 

bisturí y depositando el tejido en el tubo de lisis con 270 μL de tampón ATL. Se agitó 

30 veces por segundo durante un minuto. Tras ello, se centrifugó a 3200 rpm por 2 

minutos. Al tubo se agregaron 30 μL de proteinasa K y se mezcló por vórtex. El tubo 
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de reacción fue incubado a 56 °C en un baño maría. Al finalizar el tiempo de 

incubación, se centrifugó por 10 minutos a 3200 rpm. El sobrenadante fue eliminado 

extrayéndolo con una micropipeta de 1000 μL. Tras ello, se agregaron 6 μL de RNase 

A, se mezcló por vórtex y se dejó incubar a temperatura ambiente por 2 minutos. Se 

agregaron 300 μL de tampón AL y 300 μL de etanol. La mitad de la mezcla fue 

pipeteada en una columna de spin que se centrifugó a 3200 rpm por un minuto. La 

columna de spin se agregó a un nuevo tubo de 2 mL. Se agregaron 500 μL de tampón 

AW1 y se centrifugó nuevamente a 3200 rpm por 1 min. Tras ello, la columna de spin 

fue transferida a otro tubo de 2 mL y se agregaron 500 μL de tampón AW2. Esta 

mezcla fue centrifugada por 3 minutos a 14 000 rpm. Finalmente, La columna de spin 

fue agregada a un nuevo tubo de microcentrífuga de 2 mL. El ADN fue eluido 

añadiendo 200 μL de tampón AE al centro de la membrana de la columna y 

centrifugando por 2 minutos a 3200 rpm. El ADN genómico obtenido fue almacenado a 

-20 °C. 

 

2.7.2 Curvas de calibración de cebadores  

 

Se realizaron cuatro diluciones seriadas de ADN genómico de H. erato lativitta con 

razones 1:1, 1:3, 1:9 y 1:27, partiendo de una concentración de 1.335 ng/μL registrada 

por Qubit 3™ con el Kit de alta sensibilidad de doble hebra (high sensitivity 1X 

dsDNA). Los cebadores fueron probados para cada dilución seriada en reacciones 

triplicadas de PCR en tiempo real. Los resultados de PCR se utilizaron para producir 

curvas de ciclos de umbral vs log (concentración). Tras ello, se identificaron y 

registraron los resultados de las ecuaciones lineales, pendientes y valores de R² de las 

curvas. Los cálculos y figuras se realizaron con el software GraphPad Prism 8. 

 

2.7.3 Cálculo de eficiencia de qPCR 

 

La eficiencia de amplificación de qPCR (E) se calculó utilizando los resultados de las 

ecuaciones obtenidas por curvas de calibración, a partir de la ecuación de la eficiencia 

de PCR [50,54], donde m representa la pendiente de la curva estándar: 

 

𝐸 = 10(−
1
𝑚

)
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2.7.4 Validación de cebadores por curvas de melting 

 

La calidad de los cebadores y de las reacciones de PCR en tiempo real fueron 

validadas por una curva de melting con un gradiente de temperatura de 65 a 95 °C. La 

temperatura en °C fue relacionada con los resultados de unidades referenciales de 

fluorescencia (RFU) para construir las curvas. Las gráficas fueron obtenidas 

directamente del software CFX Maestro del termociclador Biorad de tiempo real CFX 

96 Touch. 

 

2.7.5  PCR en tiempo real de genes Hsp70 y endógenos 

 

Fueron seleccionados 18 organismos tratados con calor, frío y temperatura ambiente, 

de forma que cada tratamiento térmico presentó tres hembras y tres machos. Un total 

de 54 muestras fueron evaluadas por RT-qPCR, incluyendo muestras de cabeza, tórax 

y abdomen de cada mariposa utilizando el termociclador de tiempo real BioRad CFX 

96 Touch. Para cada muestra se utilizaron tres pares de cebadores de genes Hsp70 y 

un par de cebadores del gen referencial GAPDH. Dos reacciones de control negativo 

fueron adicionadas a cada par de cebadores, constituidas por todos los componentes 

de la reacción, exceptuando el ADNc que fue sustituido por agua libre de nucleasas. El 

perfil térmico utilizado para las reacciones de RT-qPCR fue el establecido previamente 

en la PCR convencional tras seleccionar las mejores temperaturas de los perfiles 

térmicos (Anexos 1 - 6). La cantidad utilizada de reactivo para una reacción individual 

se detalla en la Tabla 3. Los resultados de las reacciones fueron registrados en el 

software CFX Maestro e importados en R Studio. 

 

Tabla 3. Cantidad de reactivo utilizada en una reacción individual de RT-qPCR. 

Componente Cantidad (uL) Concentración final 

Agua libre de nucleasas 2 - 

PowerUp ™ SYBR ™ Green [2X] 5 1X 

Cebador Forward [10 μM] 1 1 μM 

Cebador Reverse [10 μM] 1 1 μM 

ADNc template [500 ng/μL] 1 100 ng/μL 

Total 10 - 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 
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2.8 Transformación de datos de RT-qPCR y análisis estadísticos 

 

2.8.1  Cuantificación absoluta por curvas de calibración 

 

Se utilizaron las ecuaciones deducidas de las curvas de calibración en función de 𝑥 

para calcular la cantidad final en gramos del amplicón [50,54,55]. 

 

𝑥 =  10
𝐶𝑇−𝑏
−𝑚  

 

A continuación, se utilizaron los valores de concentración para calcular el número total 

de copias de ADN usando la fórmula [54,56]: 

 

𝐶𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁

𝑢𝐿
=  

𝐶𝐴 ×  𝑥

𝑇𝐴 ×  𝑃𝑀𝑃
 

 

Donde:  

• CA: Constante de Avogadro = 6.022 ×  1023 (
𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁

𝑚𝑜𝑙
) 

• 𝑥: cantidad de ADN (gramos) 

• TA: tamaño del amplicón (pares de base) 

• PMP: Peso molecular promedio de un par de base = (
660 𝑔/𝑚𝑜𝑙

𝑝𝑏
) 

 

2.8.2  ANOVA factorial del gen endógeno 

 

Pruebas de normalidad de Shapiro Wilk, homocedasticidad de Levene, identificación 

de valores extremos, gráficas Q-Q y ANOVA factoriales fueron realizados en R Studio 

usando los paquetes Rstatix, Datarium, ggplot2 y ggpubr.  

 

2.8.3  Cuantificación relativa por método de ∆∆CT 

 

La normalización de datos de cuantificación relativa se realizó siguiendo el método 

descrito por Livak en 2001 [50,57,58]. En el primer paso se restaron los 𝐶𝑇 de los 

genes Hsp70 de los 𝐶𝑇 del gen endógeno:  

 

Δ𝐶𝑇 = 𝐶𝑇(𝐻𝑠𝑝70) - 𝐶𝑇(𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻) 
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Los Δ𝐶𝑇 del tratamiento control fueron promediados. Tras ello, se realizó otra resta del 

valor Δ𝐶𝑇 de los tratamientos con calor y frío frente al Δ𝐶𝑇 de los tratamientos control 

promediados, tal que: 

 

ΔΔ𝐶𝑇 = Δ𝐶𝑇(𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜) - Δ𝐶𝑇(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) 

 

La proporción de la expresión normalizada fue calculada usando la expresión: 

 

𝑅𝐺𝐸 =  2−ΔΔ𝐶𝑇 

 

Finalmente, las gráficas de expresión genética relativa normalizadas fueron realizadas 

en el software R Studio utilizando la librería ggplot2.  

 

2.8.4  Modelos lineales generalizados 

 

Los datos de expresión génica relativa fueron sometidos a modelos lineales 

generalizados usando R Studio para cada gen Hsp70. Se identificó el tipo de 

distribución de los datos de expresión génica relativa y se ajustó el modelo con una 

función de enlace de tipo log para distribuciones de Poisson e inversa para 

distribuciones Gamma. Se realizaron pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para las 

distribuciones residuales y gráficas Q-Q. Finalmente, los resultados del modelo fueron 

analizados a través de ANOVA tipo II. 
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CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE RESULTADOS 

 

 

3.1 Identificación de genes Hsp70 y endógenos en Heliconius erato  

 

En el genoma de H. erato se encontraron coincidencias con valores esperados (E) < 

0.05 de todos los genes de D. melanogaster utilizados para el alineamiento de 

secuencias nucleotídicas (Tabla 4). Para los genes endógenos RPS3A, Actina, eEF1α 

y GAPDH se eligió la coincidencia con menor valor E y mejor score. Para los genes 

Hsp70 se tomaron en cuenta las cinco secuencias encontradas. La coincidencia 1/5 

(HEL_010335-RA) corresponde a una proteína de shock térmico cognada (HSC) de 71 

KDa con 9 intrones [59], mientras que 5/5 (HEL_010335-RA) corresponde a una 

Hsp70 con 6 intrones [60].  Las coincidencias 2/5*, 3/5* y 4/5* son Hsp70 SEG. 

Durante las siguientes secciones de este trabajo las secuencias 2/5, 3/5 y 4/5 de 

Hsp70 se nombran Hsp70A (HEL_005377-RA), Hsp70B1 (HEL_013537-RA) y 

Hsp70B2 (HEL_013538-RA).  

 

Tabla 4. Resultados obtenidos de análisis BLAST en la base de datos lepbase. Hits 

marcados con negrita hacen referencia a genes de un único exón. 

Gen Hit Score E value Query Cover 
Length 

(pb) 
Flybase ID Lepbase ID 

Actina 1/5 1407.9 0 (87.53%) 990/1131  1131 FBgn0286832 HEL_011520-RA 

eEF1α 1/3 1195.1 0 (78.97%) 1085/1374  1362 FBgn0284245 HEL_001340-RA 

Hsp70 1/5 996.1 0 (71.96%) 1329/1852  3009 FBgn0013275 HEL_010335-RA 

Hsp70 2/5 711.8 0 (70.32%) 1111/1580  1641 FBgn0013275 HEL_005377-RA 

Hsp70 3/5 520.7 6.43E-147 (69.67%) 836/1200  1284 FBgn0013275 HEL_013537-RA 

Hsp70 4/5 520.7 6.43E-147 (69.67%) 836/1200  1512 FBgn0013275 HEL_013538-RA 

RPS3A 1/1 199.7 2.28E-50 (73.13%) 245/335  795 FBgn0017545 HEL_010107-RA 

GAPDH 1/1 131.1 7.22E-30 (70.89%) 207/292  687 FBgn0001091 HEL_005745-RA 

Hsp70 5/5 109.5 3.80E-23 (68.89%) 186/270  1215 FBgn0013275 HEL_012373-RA 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

Hsp70A se encuentra en la hebra con extremo 5’ a 3’ del cromosoma 18, mientras que 

los genes Hsp70B1 y Hsp70B2 se encuentran en la hebra de los extremos 5’ a 3’ del 

cromosoma 2, son separados por una región no codificante de apenas 70 pb y 

presentaron un valor E = 6.43E-147 en ambos casos.  Por otro lado, se excluyeron de 
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este estudio los análisis de las coincidencias 1/5 y 5/5 ya que corresponden a genes 

con varios intrones de la familia Hsc y Hsp (HEL_010335-RA y HEL_012373-RA) y su 

análisis no forma parte de los objetivos de este estudio.  

 

3.2 Cebadores 

 

Se sintetizaron un total de siete pares de cebadores para los genes Hsp70 SEG y 

cinco pares de cebadores para los genes endógenos con tamaños entre 18 a 26 pb, 

amplicones entre 102 a 154 pb, CG entre 30 y 62 % y Tm teórico < 62.2 °C (Tabla 1). 

 

Los cebadores Hsp70A F2/R2, Hsp70B1 F2/R2, Hsp70B2 F2/R2, GAPDH F2/R2 y 

Actina F1/R1 mostraron amplificación en las pruebas de perfiles térmicos (Anexos 1 – 

5). Con base en los resultados de PCR convencional se calculó que la temperatura 

promedio óptima de annealing de los cebadores fue 58.5° C. Los cebadores de 

RPS3A y EEF1A mostraron errores de amplificación en las temperaturas cercanas a 

58 °C, por lo que se descartaron del análisis por RT-qPCR (Anexo 6). La especificidad 

de todos los cebadores fue determinada por pruebas in silico con Primer-BLAST para 

el genoma de Heliconius erato [49]. GAPDH y EEF1A presentaron un único resultado 

con tamaño de amplicón esperado, mientras que no se identificaron coincidencias con 

Actina, RPS3A, Hsp70A, Hsp70B1 y Hsp70B2 (Anexos 7 y 8).  

 

Las de calibración fueron obtenidas de reacciones de PCR cuantitativa con SYBR 

Green Máster Mix. Las reacciones se acompañaron de una curva de melting para 

identificar posibles fallos en el diseño de cebadores. Se obtuvieron curvas de melting 

de un único pico para los cebadores de GAPDH, Hsp70A, Hsp70B1 y Hsp70B2 

(Anexo 9). Las reacciones de Actina mostraron errores en su amplificación, causando 

curvas de calibración con eficiencia de amplificación inferior al 90%, por lo que se 

excluyó a este gen del análisis (Figura 1).  Los valores R cuadrado de las curvas de 

calibración fueron superiores a 0.99 para GAPDH y los genes de Hsp70. Las 

eficiencias calculadas fueron superiores a 93% y no difirieron entre sí por menos de 

4.2%.  
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Figura 1. Curvas de calibración de cebadores con 4 series de dilución. A) Curva de calibración 

de GAPDH. B) Curva de calibración de Hsp70A. C) Curva de calibración de Hsp70B1. 

D) Curva de calibración de Hsp70B2.  

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

3.3 Cuantificación de ARN  

 

Las 93 muestras extraídas de ARN fueron cuantificadas. El promedio de concentración 

fue de 324.24 ng/L con SD = 212.05. A 260/280 presentó un promedio de 2.11 con SD 

= 0.14 y A260/230 tuvo un promedio de 1.86 con SD = 0.27 (Anexo 10). 

 

3.4 Validación del gen endógeno GAPDH por ANOVA factorial 

 

Para los supuestos de ANOVA se evaluó la normalidad de sus valores residuales por 

una prueba de Shapiro-Wilk con P = 0.192 y una QQ-Plot (Anexo 11). Su 

homocedasticidad también fue validada por la prueba de Levene con P = 0.774. 
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Además, no se encontraron valores extremos. La gráfica de cajas y bigotes del gen 

GAPDH (Anexo 12) demostró una dispersión de los datos de CT basado en el CT 

medio por tagma, sexo y tratamiento. 

 

A través de un ANOVA de tres factores se pudo identificar que la variable tagma 

presentó un valor F de 587.92 con un valor P < 0.05. El factor tagma fue el causante 

de la mayor variabilidad en los CT de GAPDH, mostrando un valor ges de 0.970. El 

factor sexo tuvo un valor F de 27.21 con un valor P < 0.05 y ges de 0.430. El factor 

tratamiento tuvo un valor F = 9.232, P < 0.05 y ges = 0.339. Finalmente, la 

combinación de factores sexo y tagma tuvo un valor F = 4.076 con P < 0.05 y ges = 

0.185. Las demás combinaciones factoriales produjeron valores P > 0.05, por lo que 

se ignoraron como factores causantes de la variabilidad de los CT (Anexo 13). 

 

Se demostró que al eliminarse el factor tagma del modelo (Anexo 14), la variabilidad 

en las medias de los tratamientos se redujo, corroborando los resultados obtenidos por 

el ANOVA factorial de tres vías. El ANOVA de dos vías realizado con los factores sexo 

y tratamiento no mostró variables con valores P < 0.05 (Anexo 15). Los hallazgos 

sugieren que la exclusión del factor tagma redujeron la variabilidad significativa en el 

gen endógeno utilizado, por lo que se concluyó que la mayor fuente de variabilidad se 

debe al factor tagma en este experimento.  

 

3.5 Cuantificación absoluta 

 

En la figura de cuantificación absoluta de copias de ADN de GAPDH (Anexo 16), se 

puede observar que la mayor variabilidad se presenta en las diferentes tagmas, 

confirmando los resultados obtenidos en el ANOVA de tres vías. El patrón de 

comportamiento del gen GAPDH se incumple únicamente en la tagma tórax para 

organismos femeninos, donde se observó un decrecimiento en los tratamientos control 

y frío comparado con la tagma tórax para machos (Anexo 16).  

 

En cuanto a la cuantificación absoluta de los genes Hsp70, Hsp70A presentó una 

cantidad de copias de ADN totales superior en el tratamiento térmico con calor, 

comparado con los tratamientos frío y control (Anexo 17). Por otro lado, Hsp70B1 y 

Hsp70B2 mostraron un comportamiento similar entre ellos con un aumento de copias 
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de ADN destacable únicamente en el tórax de los organismos machos tratados con 

calor (Anexos 18 y 19). 

 

3.6 Cuantificación relativa de genes HSP70 

 

La expresión génica relativa (RGE) de los genes de los tres SEG de Hsp70 evaluados 

fueron mayores en el tratamiento de calor, comparados con el tratamiento control. El 

genes Hsp70A tratado con calor alcanzó valores promedio de RGE de hasta 300 

veces más que el tratado con temperatura control (Figura 2). Los genes Hsp70B1 y 

Hsp70B2 tratados con calor mostraron una RGE de hasta 12.5 veces más que en el 

control (Figuras 3 y 4). La expresión de los genes Hsp70 en frío tuvo amplia 

variabilidad en la RGE, por lo que se evaluó a través de GLMs. En los modelos 

lineales generalizados se identificó que el factor tratamiento tuvo la mayor influencia 

en la RGE de todos los genes Hsp70 (LR = 4555.73, P < 0.0001).  

 

Figura 2. Expresión génica relativa de Hsp70A en tratamiento de calor (40ºC) y frío (5ºC). 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 
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Figura 3. Expresión génica relativa de Hsp70B1 en tratamiento de calor (40ºC) y frío (5ºC). 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

Figura 4. Expresión génica relativa de Hsp70B2 en tratamiento de calor (40ºC) y frío (5ºC). 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 
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Tabla 5. Estimaciones paramétricas de modelos lineales generalizados en la 

variación de expresión génica de H. erato. P < 0.01: ‘*‘, P < 0.001: ‘**‘, P < 

0.0001: ‘***‘.  

Hsp70A LR Df P P < 0.05 

Tratamiento 4555.73 1 0 *** 

Sexo 432.71 1 4.17E-96 *** 

Tagma 139.21 2 5.90E-31 *** 

Tratamiento:Tagma 24.8 2 4.12E-06 *** 

Sexo:Tagma 21.84 2 1.81E-05 *** 

Tratamiento:Sexo 6.79 1 0.0092 ** 

Hsp70B1 LR Df P P < 0.05 

Tratamiento 16.38 1 5.19E-05 *** 

Tratamiento:Tagma 10.88 2 0.0043 ** 

Tratamiento:Sexo 9.04 1 0.0026 ** 

Hsp70B2 LR Df P P < 0.05 

Tratamiento 93.4 1 4.28E-22 *** 

Tratamiento:Sexo:Tagma 26.97 2 1.39E-06 *** 

Tagma 9.51 2 0.0086 ** 

Sexo:Tagma 8.58 2 0.0137 * 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

La función Anova de paquete ‘car’ en R fue utilizada para estimar los valores de razón 

de verosimilitud por Chi cuadrado (LR por maximum likelihood ratio), Grados de 

libertad (Df) y valores P. 
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CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

 

4.1 Diseño experimental 

 

La reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripción reversa (RT-

qPCR) es una técnica veloz, ampliamente utilizada y aceptada para la medición de 

resultados certeros y sensibles de expresión génica [50,61,62]. La PCR cuantitativa 

requiere de un correcto diseño experimental debido a que los ajustes y 

configuraciones preliminares para el análisis de expresión génica son necesarios para 

producir resultados confiables [61]. Los estudios de expresión génica relativa están 

fundamentados en tres aspectos importantes: el análisis de uno o varios factores 

experimentales, el ajuste adecuado de los genes referenciales y la utilización de un 

tamaño muestral suficientemente extenso para la realización de análisis estadísticos 

[50,61,62].  

 

4.1.1 Factores experimentales 

 

La cantidad de estudios de expresión génica en insectos ha ido en aumento en la 

última década [62]. Los estudios más actualizados de expresión génica de insectos 

tienen una tendencia a acoplar más de un factor de estudio a sus diseños 

experimentales [62]. En la revisión bibliográfica de estudios de RT-qPCR en insectos 

en el período 2008 a 2017, Lü et al. (2018) recopilaron información sobre los 10 

factores experimentales más populares [62]. Tras analizar un total de 90 

investigaciones con 39 factores experimentales, determinaron que los factores tagma, 

temperatura y sexo tuvieron el segundo, tercer y octavo lugar en la lista [62]. En este 

estudio se realizó una comparación de RGE entre tagmas, temperatura y sexo, por lo 

que el diseño experimental se ajustó al enfoque observado durante los últimos años en 

estudios de RGE con insectos [62–64]. 

 

4.1.2 Genes de referencia 

 

Los genes de referencia para PCR cuantitativa no son universalmente estables. Esto 

significa que diferentes organismos modelo o factores estudiados pueden alterar la 

estabilidad de su expresión génica. Un ejemplo de ello fueron los resultados obtenidos 
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por Lu et al. en 2013, que mostraron que en tratamientos con alteración de 

temperatura GAPDH y EEF1A eran genes de referencia óptimos para Spodoptera 

litura [64], mientras que RPS15, B-tubulin y EEF1A fueron los más estables en 

Nilaparvata lugens según Yuan et al. en 2014 [63]. En este estudio, GAPDH y Actina 

fueron genes candidatos utilizados para la cuantificación de expresión génica de 

Hsp70 debido a su amplio uso en experimentos de RT-qPCR [50–52]. Por otra parte, 

EEF1A y RPS3A fueron dos candidatos más de genes endógenos. Su empleo fue 

considerado por ser frecuentemente utilizados en experimentos de RT-qPCR en 

insectos, incluyendo a mariposas del género Heliconius [62–67] .  

 

Entre los pasos más importantes dentro de un estudio de RT-qPCR se encuentra el 

diseño experimental [61]. Los experimentos de RT-qPCR requieren la utilización de un 

número de réplicas biológicas estadísticamente estable para mostrar resultados 

significativos. Mientras más amplio es el número de réplicas biológicas, menor es la 

variabilidad detectada en los tratamientos [61,68]. Los análisis por duplicado biológico 

son la cantidad mínima sugerida para análisis por PCR cuantitativa [50]. Este estudio 

tuvo un total de 18 combinaciones factoriales entre tagma, sexo y tratamiento, cada 

una con tres réplicas biológicas para cada combinación (54 muestras totales), lo que 

permitió la examinación estadística de los datos obtenidos por ANOVA y GLMs. 

 

4.2 Cebadores 

 

4.2.1 Análisis BLAST 

 

La elección de cebadores es probablemente el factor más importante en la PCR 

[51,52,69]. El funcionamiento incorrecto de cebadores puede causar que los 

resultados esperados en un experimento se alteren o generen errores, principalmente 

cuando son diseñados y probados por primera vez [69]. Una de las herramientas más 

utilizadas en el diseño de cebadores es el algoritmo BLAST para examinar las posibles 

cadenas diana de un genoma [52,69]. En este estudio se utilizó el análisis BLAST para 

identificar secuencias de genes de H. erato deducidas a partir de las anotaciones del 

genoma de D. melanogaster. Los valores E y S son dos parámetros de BLAST que 

permiten validar estadísticamente las coincidencias obtenidas [70]. El valor esperado 

(E) hace referencia a la probabilidad de que la coincidencia sea encontrada por el 

azar, decreciendo exponencialmente cuando el valor de score (S) aumenta [70]. Esto 
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significa que mientras más bajo es el valor E, la coincidencia es estadísticamente más 

significativa [70]. Todos los resultados de BLAST presentaron valores E < 3.80E-23, 

sugiriendo que son estadísticamente significativos en los cinco genes utilizados para 

esta sección (GAPDH, Actina, EEF1A, RPS3A y Hsp70). 

 

4.2.2 Especificidad de cebadores 

 

La especificidad de los cebadores debe ser validada in silico con pruebas como 

BLAST y evidenciada experimentalmente a través de PCR con la presencia de una 

única banda en geles, perfil de melting en RT-qPCR y la determinación del tamaño de 

amplicones esperados de forma experimental [50,52]. La especificidad de los 

cebadores fue predicha por pruebas in silico a través del Primer-BLAST [49] y se 

validaron los resultados por PCR y RT-qPCR. Por otra parte, se sugiere 

frecuentemente que la secuencia de los amplicones presente una dimensión de 75 – 

150 pb y carezca de estructuras secundarias [51], ya que las secuencias capaces de 

formar estructuras secundarias in vitro son comúnmente sitios de inestabilidad 

genómica in vivo [71]. Los resultados en geles mostraron una única banda de 

amplificación de los tamaños esperados dentro del rango de 75 a 150 pb para los 

cebadores estudiados (Anexos 1 - 6), mientras que la simulación con Primer-BLAST 

no identificó inespecificidad para el genoma de Heliconius erato lativitta registrado en 

NCBI [72]. 

 

4.3 Material genético 

 

4.3.1 Integridad del material genético 

 

Los resultados de la PCR son alterables al utilizar material genético degradado o 

contaminado con compuestos inhibitorios de PCR [61,73]. La adecuada extracción de 

ARNm y calidad del templado utilizado es fundamental para conseguir resultados 

confiables de expresión genética relativa [61,73]. El manejo de ARN es complejo 

debido a su naturaleza inestable y fácil degradabilidad, por lo que la distorsión de los 

resultados es común cuando se realiza una inadecuada extracción y preservación del 

material genético [61,73]. Adicionalmente, se ha indicado que es inapropiado comparar 

muestras degradadas con muestras intactas debido a la amplia variabilidad causada 

en los resultados obtenidos [73]. Uno de los mecanismos utilizados para prevenir la 
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degradación del ARN fue la preservación a -80 ºC en ultracongelador, como se 

recomienda en la bibliografía [74–76]. Por otro lado, en este estudio se identificaron 

valores promedio de 1.86 para A 260/280 y 2.11 en A 260/230 en las muestras de 

ARN, indicando una extracción de calidad con ausencia de compuestos fenólicos o 

inhibitorios de PCR [73,77–79]. Finalmente, en la síntesis de ADNc fue utilizado 

RNAsin como inhibidor de nucleasas para la inactivación de enzimas RNasas [80]. 

 

4.3.2 Transcripción reversa 

 

El material genético utilizado para la RT-qPCR es ADNc sintetizado a partir de ARNm 

[50–52,81]. La síntesis es conducida a partir de la enzima transcriptasa reversa, la cual 

se encarga de sintetizar una cadena complementaria de ADN [50–52,81]. Algunos de 

los errores observados en PCR cuantitativa se enlazan a la síntesis de ADNc debido a 

los posibles fallos en la síntesis o errores de estandarización del material genético de 

partida [82–84]. La bibliografía sugiere la utilización de un mix de transcripción reversa 

con cebadores de secuencias aleatorias (Random Primers) para permitir un mejor 

muestreo de los ARNm [51,82]. Las reacciones de transcripción reversa para genes 

Hsp70 y endógenos fueron realizadas utilizando una mezcla de cebadores aleatorios y 

oligo dT del kit GoScript (Promega), cumpliendo esta sugerencia. Además, la 

bibliografía recomienda utilizar la misma cantidad de ARN total y el mismo tiempo de 

reacción en la transcripción reversa del ADNc para eliminar las fuentes de variabilidad 

provenientes de las diferentes réplicas biológicas [51,82]. En este estudio se 

estandarizó una concentración de 20 ng/μL de concentración inicial de ARNm para la 

síntesis de ADNc para todas las muestras. 

 

4.4 Cuantificación absoluta de copias de ADN 

 

La cuantificación absoluta se caracteriza por la utilización de los CT obtenidos por la 

RT-qPCR para calcular la cantidad de ADN total [50–52]. Consiste en utilizar curvas de 

calibración de CT de muestras con concentraciones de ADN conocidas y determinar la 

concentración de las muestras desconocidas [50]. En este método es frecuente utilizar 

un paso en el diseño experimental que normalice la cantidad de ácido nucleico 

obtenido de las curvas de calibración a una unidad de muestra de origen, como un 

número de células fijo, volumen específico o un total de ácido nucleico de partida [50]. 

Este paso es necesario debido a que reduce la variabilidad causada en este método 



27 
 

por efecto de errores en las concentraciones de partida de las muestras [51]. El paso 

de normalización de las muestras de este estudio consistió en la preparación de 

alícuotas de ARN total con una concentración de origen de 20 ng/μL para todas las 

muestras. Por este paso preliminar es posible asumir que la variabilidad observada en 

los distintos genes tiene origen en diversos factores no relacionados con la cantidad 

de material genético de partida utilizado para cada reacción. 

 

4.4.1 Validación genes endógenos 

 

El modelo experimental típico utilizado para análisis de expresión génica por PCR 

cuantitativa suele estar compuesto por el CT como variable de respuesta y un único 

factor de análisis con varios niveles [62]. En el presente estudio, la expresión génica 

relativa de los genes Hsp70 SEG de H. erato fueron analizadas con un modelo 

experimental basado en tres factores: tratamiento térmico, sexo y tagma. Los reportes 

del Anexo 12 evidenciaron heterogeneidad en los CT de GAPDH. La heterogeneidad 

fue comprobada por una prueba de ANOVA factorial, sugiriendo que el factor tagma 

fue el más influyente (P = 3.25E-28, F = 587.921). La variabilidad vista en las muestras 

de distintas tagmas puede deberse a diversas causas. Las tagmas presentan 

diferentes composiciones celulares, lo que puede alterar la expresión de genes como 

GAPDH [85–87]. Por otra parte, el análisis de CT por ANOVA no suele ser una 

herramienta común para identificar variabilidad en los resultados ya que los estudios 

de PCR cuantitativa suelen contemplar un único factor de análisis. Sin embargo, 

existen algunos estudios que han incorporado ANOVA a sus análisis de CT como el de 

Branquinho et. al en 2012 [88]. 

 

4.5 Cuantificación relativa de expresión génica 

 

4.5.1 Eficiencia de amplificación 

 

La eficiencia de amplificación (E) se define como la fracción de moléculas diana que 

son copiadas en un ciclo de PCR [89]. Depende de varios factores como la presencia 

de inhibidores de PCR o la variabilidad de las concentraciones de reactivos 

implementados [89,90]. Un ensayo de PCR correctamente diseñado debería presentar 

una amplificación de ADN de al menos 90% de eficiencia evaluada a través de 

calibración con diluciones seriadas [81,89,90]. En RT-qPCR con cuantificación relativa 
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se recomienda que la diferencia entre la eficiencia de amplificación de los cebadores 

sea menor al 5% entre los genes de interés y los genes endógenos [50]. En este 

estudio se prepararon curvas de calibración con un factor de dilución de 1:1, 1:3, 1:9 y 

1:27 con una concentración inicial de ADN genómico de 1.335 ng/μL. Se obtuvieron 

eficiencias de amplificación: 93.18 % (GAPDH), 95.30 % (Hsp70A), 93.73 % 

(Hsp70B1) y 97.35 % (Hsp70B2), por lo que se los genes utilizados cumplieron los 

requisitos descritos por la bibliografía. Por otra parte, se identificaron problemas de 

amplificación que causaron valores E < 90 % en los cebadores de Actina, por lo que 

se descartó como gen endógeno.   

 

4.5.2 Expresión de genes Hsp70 en otros estudios 

 

Los genes de las familias Hsp son ampliamente conservados en el genoma de seres 

vivos y cumplen la función de mitigar el estrés celular, principalmente causado en 

temperaturas elevadas [10,11,14]. En el presente trabajo se identificaron los niveles de 

expresión génica de Hsp70 SEG en mariposas, evidenciando una sobreexpresión a 

temperaturas elevadas. Algunos estudios han encontrado resultados similares a los 

obtenidos, relacionados a la expresión génica en temperaturas cercanas a 40 ºC. 

Cedraz et al. (2017) realizaron un estudio con Gallus gallus sometidos a un estrés 

térmico de 39 ± 1 °C, donde identificaron sobreexpresión de los genes Hsp70 al 

comparar la expresión con individuos tratados con temperatura control de 23 °C [91]. 

Por otra parte, en un estudio con mariposas Melitaea cinxia se identificó 

sobreexpresión de genes Hsp70 con un incremento gradual entre temperaturas de 30 

y 40 °C, mientras que los tratamientos con 0° C reportaron una leve sobreexpresión, 

demostrando plasticidad en tratamientos con temperaturas altas y bajas [16]. Similar a 

lo anteriormente mencionado, se pudo identificar que algunas mariposas H. erato 

presentaron sobreexpresión de Hsp70 en temperaturas de 4° C, principalmente en los 

genes Hsp70 B1 y B2. Sin embargo, la mayor variabilidad de RGE se registró en 

temperaturas de 40 °C, donde se los niveles de sobreexpresión alcanzaron hasta 300 

veces más que el control (25 °C).  

 

4.5.3 Variabilidad de la expresión en réplicas biológicas 

 

La transcripción de ARNm es un proceso sensible a estímulos externos, por lo que las 

condiciones en las que las muestras son tratadas requieren control y condiciones 
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estandarizadas [51]. Se ha demostrado que la aclimatación a temperaturas de 35 °C 

los tres días antes de ensayos térmicos causa una disminución en la expresión de 

genes Hsp70 en mariposas [16]. Las mariposas H. erato sometidas a estrés térmico no 

tuvieron un monitoreo de la temperatura media los días posteriores a las pruebas de 

estrés térmico, lo que pudo fomentar la variabilidad en la RGE observada entre 

réplicas biológicas. Por otra parte, se ha demostrado que el ciclo circadiano tiene 

influencia en la variabilidad de la RGE de mariposas [92]. Se ha probado que 

diferentes fotoperiodos causan efectos en el ciclo circadiano, lo que afecta la 

regulación y expresión génica de algunos genes de mariposas Danaus plexipus y 

polillas Heliothis virescens [92]. Los fotoperiodos previos a las pruebas térmicas no 

fueron monitoreados, lo que pudo causar un efecto exacerbante en la variabilidad de 

RGE de genes Hsp70. Además, en este estudio no se eligió una hora determinada 

para la realización de los tratamientos con diferentes temperaturas, por lo que este 

factor es otra posible fuente de variabilidad de RGE. Para futuros estudios se 

recomienda monitorear las condiciones de temperatura de las mariposas 3 días antes 

y definir una hora fija para los tratamientos térmicos.  

 

4.5.4 Modelos lineales generalizados 

 

Aunque en este estudio se propuso la utilización de modelos lineales generalizados 

para la interpretación de resultados de RGE por RT-qPCR, existen otros estudios que 

han incorporado GLM y modelos lineales mixtos para determinar los factores con 

mayor influencia en la expresión génica. Un ejemplo es el trabajo de Irazábal-

González, Wright & Maan en 2021, donde se analiza con modelos lineales mixtos la 

plasticidad de genes de opsinas en Pundamilia basado en un diseño experimental 

multifactorial [93]. En el caso del presente estudio, a través de modelos lineales 

generalizados se calcularon los valores paramétricos de la RGE.  

 

El factor de tratamiento por temperatura fue el más influyente en todos los genes SEG 

de Hsp70 estudiados (Tabla 5). Hsp70A presentó una amplia variabilidad en RGE que 

fue corroborada con GLMs, demostrándose que todos los factores y sus 

combinaciones 2 x 2 presentaron valores P < 0.05. Otro factor relevante para Hsp70A 

fue el sexo, ya que se observaron valores de RGE superiores en hembras en 

comparación a los machos estudiados. Finalmente, el factor Tagma tuvo su rol en la 

variabilidad de este gen, mostrando un patrón de expresión génica descendente para 
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abdomen, cabeza y tórax tanto en hembras como machos. Los genes Hsp70B1 y B2 

tuvieron valores de RGE similares entre ellos, pero menores que los observados en 

Hsp70A. Para Hsp70B1, el factor que presentó P < 0.05 fue únicamente tratamiento y 

las combinaciones tratamiento:sexo y tratamiento:tagma. Machos y hembras 

presentaron similitud en los resultados de tratamientos con calor para todas las 

tagmas, mientras que en la temperatura de 4 °C las hembras presentaron 

sobrerregulación, mientras que los machos mostraron infra regulación. En cuanto al 

gen Hsp70B2, tratamiento, tagma, sexo:tagma y tratamiento:sexo:tagma mostraron 

valores P < 0.05. Se observó que este gen no cumplió el patrón descendente en RGE 

observado para las tagmas abdomen, cabeza y tórax característico de Hsp70A y 

Hsp70B1. Se evidenció que en hembras y machos las muestras del abdomen 

presentaron mayores niveles de RGE que las de cabeza. Además, la sobre e infra 

regulación en temperaturas de 4 °C no fue relevante para este gen.  
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 

La variabilidad de la expresión genética relativa de genes de la familia Hsp70 de un 

único exón en mariposas Heliconius erato lativitta fue cuantificada a través de RT-

qPCR. El estudio comprendió un modelo experimental multifactorial compuesto por 

tratamientos térmicos, sexo y tagma. Se identificó sobreexpresión general en los 

genes Hsp70A, B1 y B2 en muestras tratadas con temperaturas de 40 °C. Además, se 

identificó que las tagmas mostraron variabilidad significativa entre sí, siendo abdomen 

la tagma con mayor expresión génica relativa promedio, seguida de cabeza y tórax. 

Por otro lado, el sexo fue un factor importante en la expresión génica relativa del gen 

Hsp70A, con valores superiores en hembras frente a machos. Las muestras tratadas 

con temperaturas de 4 °C presentaron ligera sobreexpresión en Hsp70A, mientras que 

Hsp70B1 y B2 tuvieron algunas muestras con sobre e infra expresión, demostrando 

una ligera plasticidad en genes Hsp70 de un único exón en temperaturas de shock 

térmico producidas por frío. Además, se comprobó por modelos lineales generalizados 

el efecto de cada factor estudiado, siendo la variabilidad de temperatura el factor con 

mayor influencia en la sobreexpresión de los genes Hsp70. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Gel de electroforesis de productos PCR de cebadores HSP70 A del par 1 y 2 en un 

gradiente térmico de 54, 56, 58 y 60 °C. A la izquierda se muestran los resultados de PCR 

convencional del par 1. En color rojo se destacan amplificaciones no esperadas cercanas a 

100 pb en los carriles del control negativo. A la derecha se muestran las amplificaciones del 

par dos, correspondientes al amplicón esperado de 116 pb, de las cuales se seleccionaron 

las temperaturas 58 y 60 °C como óptimas.  

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

Anexo 2. Gel de electroforesis de productos PCR de cebadores HSP70 B1 del par 2. Se observan 

amplicones de 150 pb, correspondientes al producto amplificado. Se utilizó un gradiente de 

temperatura de 54, 56, 58 y 60 °C. Las pruebas con ADNc y controles negativos fueron 

realizadas por duplicación. Se consideró que todas las temperaturas utilizadas fueron 

óptimas para la amplificación.  

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 



 

 

Anexo 3. Gel de electroforesis de productos PCR de cebadores HSP70 B2 del par 2. Se observan 

amplicones de 150 pb, correspondientes al producto amplificado. El gradiente térmico 

utilizado fue de 50, 52, 54, 56, 58 y 60 °C. Se eligieron las temperaturas de 56 y 58 °C 

como las mejores para la producción de amplicones. Los controles positivos fueron 

acompañados de controles negativos.  

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

Anexo 4. Gel de electroforesis de productos amplificados por PCR del gen de Actina. Se utilizó un 

gradiente de 54, 56, 58 y 60 °C. Se realizaron pruebas con concentraciones finales de 10 

ng y 2 ng de ADNc por reacción de PCR en controles positivos. Las mejores 

amplificaciones se dieron entre los 58 y 60 °C.  

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

 



 

 

Anexo 5. Gel de electroforesis de productos amplificados por PCR del gen GAPDH. Se utilizó un 

gradiente térmico de 54, 56, 58 y 60 °C. La mejor amplificación se observó a los 58 °C, 

mientras que la peor amplificación se dio a los 60 °C. El producto amplificado fue de 102 pb. 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

Anexo 6. Gel de electroforesis. A la izquierda RSP3A y a la derecha eEF1 alfa. No se obtuvieron 

amplificaciones con cebadores del gen RPS3A. En rojo se pueden observar bandas que 

muestran productos PCR inferiores a 100 pb cuando el amplicón esperado era de 154 pb, 

por lo que no se recomienda el uso de este par de cebadores en futuros ensayos. Los 

cebadores de eEF1a mostraron bandas de tamaño esperado, pero presentaron errores de 

amplificación en la temperatura de 58 °C, por lo que se descartaron del ensayo.  

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

  



 

Anexo 7. Especificidad cuantificada en Primer BLAST para el par 2 de GAPDH. 

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

Anexo 8. Especificidad cuantificada en Primer BLAST para el par de cebadores de 

EEF1A.  

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

 

  



 

Anexo 9. Curvas de calibración y de melting de los cebadores.  

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Anexo 10. Cuantificación de concentraciones de ARN de H. erato.  

Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

Muestra ID organismo Tagma Tratamiento Sexo 
Con 

(ng/μL) 
A260/280 A260/230 

1 01.H H Frío Hembra 273.7 2.04 1.8 

2 01.T T Frío Hembra 338.7 2.14 1.78 

3 01.A A Frío Hembra 256.9 2.04 1.82 

4 02.H H Frío Hembra 323.1 2.03 1.76 

5 02.T T Frío Hembra 506.5 2.21 1.77 

6 02.A A Frío Hembra 209 1.22 1.45 

7 03.H H Frío Hembra 534.9 2.01 1.66 

8 03.T T Frío Hembra 101.1 2.12 1.83 

9 03.A A Frío Hembra 167.8 1.78 1.82 

10 04.H H Control Hembra 37.3 1.93 1.17 

11 04.T T Control Hembra 161.9 2.17 2.02 

12 04.A A Control Hembra 313 1.99 1.64 

13 05.H H Control Hembra 65.7 1.99 1.87 

14 05.T T Control Hembra 85.5 2.11 1.75 

15 05.A A Control Hembra 419.5 2.15 1.81 

16 06.H H Control Hembra 81.7 1.95 0.87 

17 06.T T Control Hembra 22.1 1.92 1.88 

18 06.A A Control Hembra 146.6 1.92 1.87 

19 07.H H Control Hembra 200.5 2.02 1.48 

20 07.T T Control Hembra 331 2.2 2.15 

21 08.H H Frío Macho 252.8 1.92 2.1 

22 08.T T Frío Macho 190.6 2.19 1.98 

23 08.A A Frío Macho 93.3 2.08 1.55 

24 09.H H Frío Macho 412.5 2.09 1.76 

25 09.T T Frío Macho 325.6 2.21 2.24 

26 09.A A Frío Macho 366.2 2.11 2.17 

27 10.H H Frío Macho 84.9 1.97 1.72 

28 10.T T Frío Macho 85.6 2.06 1.87 

29 10.A A Frío Macho 122.6 1.98 1.78 

30 11.T T Control Hembra 330.4 2.23 2.08 

31 11.A A Control Hembra 360.4 2.16 2.23 

32 12.H H Control Macho 306.1 2.08 1.99 

33 12.T T Control Macho 689.1 2.21 1.91 

34 12.A A Control Macho 142.6 1.59 1.61 

 

 

 



 

Muestra ID organismo Tagma Tratamiento Sexo 
Con 

(ng/μL) 
A260/280  A260/230  

35 13.H H Control Macho 518.9 2.11 1.88 

36 13.T T Control Macho 476.9 2.25 1.97 

37 13.A A Control Macho 251 2.13 1.65 

38 14.H H Control Macho 510.5 2.03 2.08 

39 14.T T Control Macho 335.1 2.24 1.85 

40 14.A A Control Macho 743.4 2.19 2.01 

41 15.H H Calor Macho 36.3 2.23 1.81 

42 15.T T Calor Macho 60.1 2.25 1.59 

43 15.A A Calor Macho 108.8 2.13 1.95 

44 16.H H Calor Macho 121.7 2.18 1.91 

45 16.T T Calor Macho 83.5 2.2 1.8 

46 16.A A Calor Macho 109 2.21 1.91 

47 17.H H Calor Hembra 437.4 2.13 1.89 

48 17.T T Calor Hembra 240.7 2.23 2.06 

49 17.A A Calor Hembra 235.2 2.12 2.21 

50 18.H H Calor Hembra 263.2 2.09 1.72 

51 18.T T Calor Hembra 254.8 2.21 1.88 

52 18.A A Calor Hembra 506.1 2.05 2.22 

53 19.H H Calor Hembra 104 2.2 1.19 

54 19.T T Calor Hembra 67.6 2.18 1.88 

55 19.A A Calor Hembra 371.9 2.19 1.69 

56 20.H H Calor Hembra 699.8 2.1 1.78 

57 20.T T Calor Hembra 573.9 2.03 2.14 

58 21.H H Calor Macho 132.9 2.15 1.85 

59 21.T T Calor Macho 64 2.18 1.84 

60 21.A A Calor Macho 256 2.19 1.97 

61 22.H H Calor Hembra 125 2.18 1.43 

62 22.T T Calor Hembra 102.9 2.24 1.27 

63 22.A A Calor Hembra 212.4 2.14 1.63 

64 23.H H Calor Macho 143.1 2.19 2.28 

65 23.T T Calor Macho 145.4 2.23 1.87 

66 23.A A Calor Macho 120.5 2.18 1.26 

67 24.H H Calor Macho 472 2.13 1.77 

68 24.T T Calor Macho 301.6 2.22 2.01 

69 24.A A Calor Macho 1003.8 2.15 2.26 

 

  



 

Muestra ID organismo Tagma Tratamiento Sexo 
Con 

(ng/μL) 
A260/280  A260/230  

70 25.H H Calor Macho 253.6 2.15 1.96 

71 25.T T Calor Macho 517.4 2.24 1.83 

72 25.A A Calor Macho 678.9 2.16 1.73 

73 26.H H Calor Macho 456 2.13 1.99 

74 26.T T Calor Macho 454.1 2.23 2.06 

75 26.A A Calor Macho 417.8 2.15 2.16 

76 27.H H Calor Hembra 683.2 2.06 1.72 

77 27.T T Calor Hembra 532.4 2.2 1.71 

78 27.A A Calor Hembra 456.6 2.18 1.78 

79 28.H H Calor Hembra 213.4 2.08 1.7 

80 28.T T Calor Hembra 700.3 2.24 2.13 

81 28.A A Calor Hembra 269.5 2.02 1.9 

82 29.H H Calor Macho 459.1 2.09 1.9 

83 29.T T Calor Macho 519.1 2.2 2.38 

84 29.A A Calor Macho 447.3 1.9 2.13 

85 30.H H Calor Hembra 283.5 2.07 1.58 

86 30.T T Calor Hembra 557.4 2.22 2.49 

87 30.A A Calor Hembra 284.4 2.09 2.25 

88 31.H H Calor Hembra 521.9 2.08 1.67 

89 31.T T Calor Hembra 762.5 2.21 2.11 

90 31.A A Calor Hembra 247.9 2.12 2.1 

91 32.H H Calor Macho 708.8 2.07 1.66 

92 32.T T Calor Macho 802.7 2.22 2.09 

93 32.A A Calor Macho 397.5 2.15 2.27 

        Promedio 324.24 2.11 1.86 

        SD 212.05 0.14 0.27 

 

  



 

Anexo 11. Gráfica Q-Q de valores residuales de CT de GAPDH.  

  Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

Anexo 12. Ciclos de umbral de GAPDH con factores tratamiento, sexo y tagma 

(3x3x2).  

     Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

 



 

 

 

Anexo 13. Resultados del ANOVA factorial (3x3x2) de CT de GAPDH.  

  Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

Factor DFn DFd F p p < 0.05 ges 

Sexo 1 36 27.203 7.76E-06 * 0.43 

Tagma 2 36 587.921 3.25E-28 * 0.97 

Tratamiento 2 36 9.232 0.00058 * 0.34 

Sexo:Tagma 2 36 4.076 0.03 * 0.19 

Sexo:Tratamiento 2 36 0.823 0.45  0.04 

Tagma:Tratamiento 4 36 0.844 0.51  0.09 

Sexo:Tagma:Tratamiento 4 36 1.733 0.16  0.16 

 

Anexo 14. Ciclos de umbral de GAPDH con factores tratamiento y sexo (3x2).  

  Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 



 

Anexo 15. Resultados del ANOVA factorial (3x2) de CT de GAPDH excluyendo tagma.  

  Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

Factor DFn DFd F p p < 0.05 ges 

Sexo 1 48 1.061 0.308 

 

0.022 

Tratamiento 2 48 0.36 0.699 

 

0.015 

Sexo:Tratamiento 2 48 0.032 0.968 

 

0.001 

 

Anexo 16. Cuantificación absoluta del gen endógeno GAPDH. 

  Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

  



 

Anexo 17. Cuantificación absoluta del Hs70 A.  

  Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

Anexo 18. Cuantificación absoluta del Hsp70 B1.  

  Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

 



 

Anexo 19. Cuantificación absoluta del Hsp70 B2.  

  Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

Anexo 20. Resultados de RT-qPCR para la cuantificación de genes hsp70. Naranja: 

GAPDH, Púrpura: Hsp70 A, Verde: Hsp70 B1, Azul: Hsp70 B2.  

  Realizado por: Camino, Leo, 2022. 

 

 

 


